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RESUMEN

Los granulos de Lacandonia (GLs) son particulas de ribonucleoproteinas de 32 nm de
diametro y fueron descritos en los nucleos reticulados (NR) de Lacandonia schismatica
y de Triuris brevistylis (monocotiledéneas). En este trabajo se exploré su existencia
dentro del reino Plantae, para ello, se examinaron ejemplares de los principales clados
vegetales con microscopia electronica de transmision. Los resultados indican que
Coleochaete (alga verde considerada por muchos autores como el grupo hermano de
las plantas), los grupos primitivos de Hepatophyta y Bryophyta, asi como las Lycophyta,
Monilophyta, Coniferales, Cycadales, Ginkgoales, Gnetales, Amborella e lllicium
(dicotiledéneas), Lacandonia schismatica 'y Triuris (monocotiledéneas) presentan GLs.
Otras algas verdes examinadas, todas las Anthoceratophyta y algunas Hepatophyta y
Bryophyta sensu stricto no primitivas, asi como la mayoria de las dicotiledoneas y
algunas monocotiledoneas poseen nucleo cromocéntrico (NC) y carecen de GLs. En las
monocotiledéneas generalmente el nucleo es NR y sin GLs, a excepcion de los
Triuridales (Lacandonia y Triuris). Los datos obtenidos indican que en casi todos los
grupos primitivos de las plantas y en Coleochaete la presencia de GLs esta
correlacionada con un alto contenido de ADN. Por ello, se exploro el tipo de nucleo de
una especie de ajolote (Ambystoma rivulare), dado que la mayoria de los anfibios
poseen un alto contenido de ADN y que enfrentan el problema de sobrevivir
simultaneamente, como lo hicieron en su momento las primeras plantas terrestres, en el
medio ambiente terrestre y acuatico. Sorprendentemente, estos vertebrados presentan
NR con granulos semejantes a los GLs, en lugar del tipico NC con granulos
intercromatinianos y pericromatinianos, descrito para los vertebrados a partir de

especies de mamiferos y aves, lo que resulta en un hallazgo inédito hasta la fecha.
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ABSTRACT

The Lacandonia granules (LGs) are ribonucleoprotein particles 32 nm in diameter and
were described in the reticulate nucleous (RN) of Lacandonia schismatica and Triuris
brevistylis (monocots). This paper explored its existence within the kingdom Plantae. For
this, specimens of the main plant clades were examined with transmission electron
microscopy. The results indicate that Coleochaete (a green algae considered by many
authors as the sister group of plants), the primitive groups Hepatophyta and Bryophyta,
and the Lycophyta, Monilophyta, Coniferales, Cycadales, Ginkgoales, Gnetales,
Amborella and lllicium (dicots), Lacandonia schismatica and Triuris (monocots) have
LGs. Other green algae examined, all the Anthoceratophyta, and some Hepatophyta
and Bryophyta sensu stricto, not primitive, as well as most dicotyledonous and some
monocotyledonous have cromocentric nucleous (CN) and lack LGs. In the monocots the
nucleous is generally reticulate without LGs, except Triuridales (Lacandonia and Triuris).
The data indicate that in most primitive groups of plants and Coleochaete, the presence
of LGs is correlated with high DNA content. Thus, the nucleous type of a species of
salamander (Ambystoma rivul ) was examined, since most amphibians have a high DNA
content and facing the problem of survival simultaneously in the terrestrial and aquatic
environment, as they did at the moment the first land plants. Surprisingly, these
vertebrates have similar RN with granules similar to LGs, instead of the typical CN with
intercromatinian and pericromatinian granules described for vertebrates of species of

mammals and birds, resulting in an unprecedented discovery to date.



INTRODUCCION

El nucleo es un compartimiento celular limitado por una envoltura nuclear interrumpida
por los poros, que aloja al material genético constituido por el acido desoxirribonucleico
(ADN) y los componentes necesarios para la trascripcion de la informacion genética del
acido ribonucleico (ARN), para el procesamiento del ARN vy la duplicacién del ADN en

los procesos de divisidon celular (Vazquez Nin et al, 2003).

Los componentes del nucleo se pueden agrupar en cuatro categorias, de acuerdo a su
composiciéon molecular y al tipo de ultraestructura. Cabe sefialar que hasta el momento
la mayor parte del conocimiento sobre la ultraestructura del nucleo interfasico ha
derivado del estudio de los animales, en particular de los mamiferos (Vazquez Nin et al,
2003).

Componentes desoxirribonucleoproteicos (cromatina).

La cromatina esta constituida por acido desoxirribonucleico (ADN) y proteinas. Ambas
substancias forman unidades estructurales repetidas llamadas nucleosomas y cada uno
de ellos tiene un tramo de ADN de alrededor de 200 pares de bases de largo que rodea
helicoidalmente a un octamero de histonas (ver figura 1). Los nucleosomas estan
unidos entre si por 20 a 80 pares de bases, para constituir el “collar de perlas™ o fibra
de 10 nm. En el siguiente nivel de organizacion, la histona H1 (y otras proteinas del tipo
no histona) se enlaza al ADN que une a cada nucleosoma para establecer una hélice o
solenoide de 30 nm de diametro (ver figura 1). Cada vuelta de un solenoide contiene

seis nucleosomas con una molécula de H1 asociada a cada unidad nucleosémica. La
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fibra se enrolla sobre si misma y después se organiza en asas que unidas forman los

cromosomas (Ramirez y Gomez, 2003), como puede verse en la figura 1.

Cromosoma

Solenoide
30 nm

Figura 1. Estructura de la cromatina en los cromosomas metafasicos. Molécula de ADN (1) y nucleosoma (2). La histona H1
compacta a los nucleosomas y estos forman una hélice o solenoide (3); el solenoide se organiza en asas de 60 nm de diametro y

300 nm de largo (4) (tomado de Ramirez y Gémez, 2003).

La cromatina es facil de ver en nucleos mitéticos o meioticos a través de microscopia
optica y electronica, debido a su gran compactacion espacial. En el caso de los nucleos
interfasicos los cromosomas no pueden ser observados, pues en este periodo de activa
transcripcion y duplicacion de ADN solamente es posible ver cumulos de cromatina de
diferente tamafno y disposicion, algo diferente y propio de cada una de las distintas
estirpes celulares y estados citofisiologicos (Vazquez Nin et al, 2003). La cromatina
compacta o heterocromatina es facil de observar pues forma grumos o cumulos

esencialmente a la periferia del nucleo (adosada a la envoltura nuclear) y se trata de



cromatina que no tiene actividad de transcripcion; en cambio, la cromatina laxa o
eucromatina que tiene todo su material desplegado en forma de delgados filamentos
esta fuera de la resolucion del microscopio éptico. En contraste, ambas cromatinas laxa
y compacta pueden observarse en microscopio electronico mediante técnicas
especiales de contraste (Vazquez Nin y Bernhard, 1973; Vazquez Nin et al, 2003). La
demostracion de que la transcripcidn ocurre en la eucromatina fue hecha por Fakan y
Bernhard (1971; 1973) mediante la técnica de autorradiografia ultraestructural después

del marcado con uridina tritiada.

Lo genes situados en la cromatina laxa, tienen la posibilidad de expresarse si los
reguladores de la transcripcion lo permiten, hecho que no cambia su grado de
compactacion (Vazquez Nin et al, 2003). La cromatina compacta se divide en dos tipos,
la constitutiva y la facultativa. En el caso de la primera, ambos pares alélicos estan
siempre compactados en todas las células y se encuentra constituida por secuencias
repetidas abundantemente en las regiones aledafas al centriolo, aunque no
necesariamente restringidas a estas zonas. La heterocromatina facultativa puede tener
secuencias de uno de los miembros de un par alélico o bien estar todo el cromosoma
condensado, mientras que el otro miembro del par puede no formar parte de cumulos

semejantes (Vazquez Nin et al, 2003).

En la mayoria de los nucleos interfasicos de hongos, plantas y animales, la
heterocromatina forma grumos adheridos a la envoltura nuclear, rodeando al nucléolo y
en menor medida distribuidos en el nucleoplasma, es decir su arreglo es cromocéntrico.
La eucromatina forma asas en la periferia de la heterocromatina que se adentran al
nucleoplasma de acuerdo con su longitud (Vazquez Nin et al, 2003). En algunas
plantas, como la cebolla, el arreglo es reticulado pues la heterocromatina forma
cordones que ocupan homogéneamente el volumen del nucleo. La diferente
arquitectura de la cromatina parece tener relacion con el contenido de ADN. Segun
Nagl (1985) los vegetales de bajo contenido de ADN poseen nucleo cromocéntrico
(“diffuse/ chromocentric nuclei”, segun este autor) y los que presentan alto contenido

tienen nucleo reticulado (“chromonematic nuclei”’, de acuerdo con Nagl), pero reconoce
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un estado intermedio (ver esquema de la derecha de la figura 2). El mismo autor, hace
una grafica con los pocos datos disponibles en ese tiempo del contenido de los nucleos
vegetales (2C) contra el nivel de condensacion (ver el esquema de la izquierda de la
figura 2) y puede interpretarse de sus datos (dado que él no lo sefiala) que los nucleos
cromoceéntricos (2C) tienen 10 pg o menos de ADN, es decir alrededor de 5 pg (1C) si

se usa la nomenclatura en boga para registrar a este tipo de datos.

75F a
J: g
5 6
*g )
St Z
D @
"O L
100 Euchromatin Condensation

2C (pg DNA)

Figura 2. A la izquierda, Nagl (1985) sefala que la recta a corresponde a dicotiledéneas con poco contenido de ADN, la nube de
puntos b corresponde a nucleos de monocotileddneas y finalmente, la recta ¢ pertenece a los datos de dicotiledéneas con alto

contenido de ADN. A la derecha, el mismo autor presenta los tipos de nucleo de acuerdo al contenido de cromatina, pero no ofrece

datos de los contenidos de ADN en cada tipo de nucleo.

En el nucleo en interfase, los cromosomas estan organizados en regiones que reciben
el nombre de territorios cromosémicos, que se encuentran separados por canales
denominados dominios intercromatinianos (ver figura 3). En esta etapa del ciclo celular,
los cromosomas tienen genes transcripcionalmente activos en la vecindad de los

canales intercromosomicos aledafios a los territorios y una mayor superficie de contacto

con éstos.



Fibrillar Center

Dense Fibrillar
Component

Nucleolus 'é-;j

5 sl Paraspeckle
= Component Polycomb
] Body
t e Perinucleolar J : ’
> ,Lf:;' L/**; . Chromatin /
\__ Perinucleolar Histone
Locus Body

Compartment .'\': YA )
"*f L/
/.

Nuclear Nuclear B Chromosome
Speckle o ; Territory
_—~—— Clastosome o
@ V \' Nuclear
_/ Pore
g:i;:: Nuclear Complex
Lamina ) >
Nuclear
— Membrane
T

Figura 3. Organizacién general de un nucleo interfasico de mamifero. Se ve la ultraestructura del nucléolo, los diferentes territorios
cromosomicos (en diferentes colores), los cuerpos de Cajal involucrados en la modificacién de snARN y snoARN, y en el ensamble
y trafico de snRNP y snoRNP, los clastosomas que se forman en respuesta a la activacion especifica de la protedlisis proteosoma
dependiente (contiene proteosomas 20S y 19S), cuerpos de localizacién de histona (involucrados en la transcripciéon y proceso de
histona en pre-mARN), manchas o moteados nucleares (conjuntos de granulos intercromatinianos), cuerpos de estrés del nucleo
(contienen ARN satélite tipo lll), “paraspeckles” (involucradas en la retencién de A-to-l mARN hipereditados), compartimento
perinucleolar (no se sabe su funcién, posible relacién con metastasis), cuerpo nuclear PML (involucrado en la respuesta a muchas
formas de estrés, defensa viral y estabilidad del genoma), cuerpo polycomb (involucrado en proteinas polycomb que regulan y

silencian genes particulares en Drosophila, no se sabe su funcién en otros organismos). Tomado de Mao et al (2011).

Estructuras ribonucleoproteicas

El nucléolo es la estructura ribonucleica mejor conocida, tiene una forma generalmente

esférica y es posible distinguir en el microscopio electronico de transmision, mediante
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las técnicas tradicionales de fijacidn y tincion (acetato de uranilo y citrato de plomo), los
centros fibrilares, el componente fibrilar denso, el componente granular y los centros
fibrilares heterogéneos. El componente fibrilar del nucléolo de plantas y animales tiene
lo genes ribosomicos (rADN, 18s, 5.8s y 28s), ARN polimerasa |, las proteinas del
organizador nucleolar, fibrilarina y las fosfoproteinas C23 y B23, es el sitio de mayor
actividad de transcripcion y de procesamiento temprano del pre-rADN. En el
componente granular sucede el procesamiento tardio de maduracion y almacenamiento

de los pre-ribosomas (Jiménez- Garcia et al,1998) (ver figura 4).
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Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 4. Modelo de biogénesis de los ribosomas. La transcripcion del ADN ribosémico (rADN) por la ARN polimerasa | se produce
ya sea en los centros fibrilares (FC) o en el limite entre la FC y en el componente fibrilar denso (DFC). Los transcritos de ARN pre-
ribosomales sufren “splicing” y son modificados por ribonucleoproteinas pequefias nucleolares (snoRNPs) en el DFC. La
maduracion final de la ribonucleoproteina pre-ribosémica y el ensamble con las proteinas ribosémicas se produce principalmente en
el componente granular (GC). En el GC, los 5.8S y 28S ARN ribosémicas (rARN) se ensamblan con el 5S rARN transcrito para
formar la subunidad 60S, mientras que los 18S rARN solo se ensamblan para formar la subunidad 40S del ribosoma. Las
subunidades 40S y 60S del ribosoma se exportan al citoplasma, donde se unen a mARN para constitur los ribosomas funcionales.
Tomado de Boisvert et al (2007).
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Las fibras pericromatinianas (FCPs) se ubican en la periferia de la cromatina compacta
y su presencia es universal (Fakan, 1994). Incorporan uridina tritiada rapidamente por lo
que son la expresion morfolégica de los transcritos nacientes de pre-ARN (Fakan,
1994). Vazquez-Nin et al (2003), proponen que las FCPs después del “splicing” se
pliegan para formar a los granulos pericromatinianos (GPCs). En plantas se conocen en
Lacandonia schismatica, (Agredano-Moreno, 2001) y Ginkgo biloba, (Jiménez et al,
2002), donde las FCPs forman un arreglo fibro-granular con los granulos de Lacandonia
(GLs).

Los granulos pericromatinianos (GPCs) fueron descubiertos por Watson (1962) y
caracterizados por Monneron y Bernhard (1969), como estructuras esféricas de 30 a 50
nanometros, rodeadas por un halo de 20 a 25 nandmetros. Vazquez Nin y Bernhard
(1973) y Vazquez Nin et al (2003) sefialan que los GPCs contienen mARN de manera
analoga lo que se ha observado en los granulos de los anillos de Balbiani producidos a
partir del mARN en los cromosomas politénicos de las glandulas salivales de
Chironomus tentans. En plantas han sido hallados en wuna dicotiledénea,

Chirantodendron pentadactylon (Echeverria et al, 1999).

Los granulos intercromatinianos (GICs) fueron descritos por Swift (1959), como
particulas que forman cumulos en las regiones intercromatinianas. Monneron vy
Bernhard (1969) sefialan que tienen 20 a 25 nm de diametro, son polimorfos y en
ocasiones estructuran un continuo con fibrillas. Visa et al (1993), mediante la técnica
de hibridacion in situ lograron localizar la presencia de RNAbpmU en los cumulos de
GICs. Dado que estos granulos estan relacionados con el procesamiento co-
transcripcional del pre-mARN y que no contienen ARN de marcado rapido, ni proteinas
ni ARN pre-mensajero ni mensajero (Fakan et al,1984), es posible que los cumulos de
GICs sean almacenes de los factores de “splicing” (Vazquez Nin et al, 2003). Aunque
contradictoriamente (Visa et al,1993) registran la presencia de poli(A)+ARN en los
grupos de GICs, mediante hibridacion in situ de alta resolucién. Lamond y Spector
(2003), hacen una revision de muchisimos trabajos realizados sobre los GICs en los

que se comprueba lo dicho por Fakan et al (1984) y se aborda la complejidad de su
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funcionamiento y de su composicion. En la figura 5, se ilustra de manera esquematica
un modelo del proceso de reclutamiento de factores de “splicing” a los sitios de
transcripcion activa y su intervencion en la maduracién del pre-mARN. Por otra parte,
sefalan Lamond y Spector (2003) que el poli(A)+ ARN hallado en los cumulos de GICs

nunca han sido localizados en el citoplasma.

Los GICs existen en plantas, animales y hongos, son particularmente abundantes en
las células de los vertebrados, pero son muy escasos en cefalocordados, invertebrados,
plantas y hongos (Jiménez-Garcia et al, 1989).

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 5. Modelo de funcionamiento y localizacion de los cdmulos de GICs. Los cumulos se forman como resultado de la
interaccion proteina-proteina entre los factores “splicing” del pre-mARN vy otros constituyentes en la transicion telofase/G1. Un factor
de intercambio de nivel basal aparece entre los cumulos y la poza nucleoplasmica que es regulada por la
fosforilacion/desfosforilacion en una manera especifica en cada tipo de célula. La modulacién del nivel de fosforilacion de las
proteinas del cumulo resulta en un incremento en la liberacién y el reclutamiento hacia los sitios de transcripcion. El modelo no esta
a escala. CT territorio cromosémico, IGC cumulo de granulos intercromatinianos, TC complejo de transcripcion, pre-m ARN.
(Tomado de Lamond A.l. y Spector D.L. 2003).
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Los granulos de Lacandonia (GLs) se distribuyen en todo el espacio intercromatiniano y
pericromatiniano, fueron descritos por Jiménez-Garcia et al (1992) en Lacandonia
schismatica (Lacandoniaceae). Son particulas muy abundantes con un diametro de
alrededor de 32 nandmetros, aparentemente estan en el rango de tamaro de los GPCs
(30-50 nanometros) pero no se encuentran restringidos al espacio pericromatiniano. La
presencia de una cola de poli(A) (poliadenilacion) en los GLs y en las fibras
pericromatinianas asociadas a ellos, hace pensar que los GLs contienen mARNSs y que
son estructuras equivalentes a los granulos pericromatinianos (Agredano-Moreno y
Jiménez-Garcia, 2000). La poliadenilacion se encuentra en casi todos los eucariontes y
es importante porque da estabilidad al mARN, promueve la eficiencia en la traduccion
del mismo y tiene algun papel en el transporte del mMARN al citoplasma.

La presencia de proteinas SR en los GLs, hace proponer a Agredano-Moreno y
Jiménez-Garcia (2000) que éstos se encuentran relacionados con eventos post-
transcripcionales como el almacenamiento y/o transporte de mARNSs. Las proteinas SR
estan entre los factores de “splicing” que no forman snRNPs mejor caracterizados, son
importantes en el ensamblaje del “spliceosoma” y en el “splicing”, ademas de procesos
post-“splicing” como el transporte del mMARN a través del nucleo y en las translocacion

de estas particulas por el poro nuclear.

JUSTIFICACION.

La importancia del hallazgo de una nueva particula de ribonucleoproteinas (los GLs) en

las Triuridales, hace relevante su busqueda en todos los taxones del reino Plantae para

rastrear su origen y distribucion.

OBJETIVOS.

Estudiar la presencia de granulos de Lacandonia y el tipo de cromatina en el nucleo
interfasico en los principales grupos del Reino Plantae.
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METODOLOGIA.

En primer lugar, se hizo una exploracidon del nucleo de los principales grupos del reino
Plantae, para ello las muestras se obtuvieron del Jardin Botanico del Instituto de
Biologia, UNAM, de la colecta de especimenes silvestres, Nitellopsis sp. fue una
amable donacion del Dr. Gustavo Montejano Zurita del Departamento de Biologia
Comparada de la Facultad de Ciencias, UNAM, la langosta terrestre, Schistocerca
piceifrons piceifrons (Acrididae) fue obsequiada por el Dr. Zenén Cano del
Departamento de Ecologia y Recursos Naturales de la Facultad de Ciencias, UNAM y
Coleochaete scutata fue comprada en cultivo puro en Estados Unidos de América.

Las especies estudiadas en el presente trabajo fueron:

GRUPO GENERO

Algas verdes Chlamydomonas sp., Klebsormidium sp., Zygnema sp.,
Chara sp., Nitellopsis sp. y Coleochaete scutata
(Charophytaceae).

Briofitas sensu Anthoceros sp. Megaceros sp. (Anthocerophyta),

lato Monoclea sp., Marchantia sp. y Metzgeria sp.
(Hepatophyta), Andreaea sp., Sphagnum sp. y Barbula sp.
(Bryophyta sensu stricto).

Lycophyta Lycopodium sp. y Selaginella sp.
Monilophyta Equisetum sp., Psilotum nudum, Adiantum capillus-

veneris, Marattia mexicana, Marsilea sp., Salvinia sp.,
Platycereum sp. y Nephrolepis sp.

Coniferales Podocarpus reichei, Taxodium mucronatum, Sequoia
sempervirens, Cupressus lusitanica, Pinus lagunae.

Ginkgoales Ginkgo biloba.

Gnetales Ephedra compacta.

Cycadales Ceratozamia sp.

Angiospermas Dicotiledéneas: Magnolia grandiflora, Ceratophyllum sp.,

Piper auritum, Jatropha elbae, Alnus jorullensis,
Peniocereus sp., Mathiola incana, Amborella trichocarpa,
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lllicium floridanum, Licopersicum sculentum, Solandra
guerrerensis, Simmondsia sinensis, Senecio sp., Cucumis
sp., Voyria sp.

Monocotiledéneas: Encyclia, Zea mays, Heliconia sp.,
Astrocaryum mexicanum, Allium cepa, Lacandonia
schismatica, Gymnosiphon sp.

I. Fijacién, post-fijacion, inclusién, corte y observaciéon de todas las muestras
estudiadas

Los fragmentos de hojas o tallos jovenes en plantas vasculares o talos vegetativos en
briofitas sensu lato o algas se fijaron en glutaraldehido al 6 % y paraformaldehido al
4% disuelto en amortiguador de fosfatos (PBS) a un pH de 7.2 durante un periodo de
24 horas. La postfijacion se realizo en tetréxido de osmio al 1% durante toda una noche.
Después, las muestras se deshidrataron gradualmente en etanol de distinto grado y
fueron embebidas en resina epoxica (ether glycide 100. Merck). Los bloques
polimerizados con las muestras se cortaron en el ultramicrotomo. Los primeros cortes
semifinos (300 a 500 nm de grosor) tefidos con azul de toluidina permiten observar, en
microscopio optico, las zonas con mayor concentracion de nucleos. En estas regiones
se efectuan los cortes finos (60-90 nm de espesor), de color dorado-plateado, que se
montan en rejillas de cobre cubiertas por membrana plastica (formvar) y se contrastan
con acetato de uranilo y citrato de plomo. Y finalmente, se observaron al microscopio

electronico Carl Zeiss EM10 operando a 80 kV y se tomaron fotografias.

ll. Caracterizacion del nucleo de Ginkgo biloba, a fin de establecer si su
ultraestructura es equivalente a la descrita en Lacandonia schismatica por

Jiménez-Garcia et al (1992), como lo indican los resultados preliminares.

1. Microscopia de fuerza atdomica. Los cortes semifinos tefidos con azul de toluidina,
obtenidos con el procedimiento descrito en los parrafos anteriores y que corresponden
a la microscopia convencional, se observaron siguiendo las indicaciones de Jiménez-

Garcia y Fragoso—Soriano (2000) y Jiménez-Garcia y Segura-Valdez (2002).
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2. Método regresivo con EDTA para RNPs, de acuerdo a Bernhard (1969) y modificado
por Spector et al (1998). Los fragmentos de hoja se fijaron durante 24 horas en
paraformaldehido al 4% disuelto en amortiguador de fosfatos a un pH de 7.2. Después,
la muestra se incluyo en resina Lowicryl K4M de acuerdo a Roth (1986). De los bloques
se obtienen cortes semifinos para observarlos en el microscopio de fuerza atémica y
cortes finos para analizar los GLs, utilizando el contraste de acetato de uranilo-citrato de
plomo, ademas de hacer la técnica de imunolocalizacion ultraestructural y la de

hibridacion in situ ultraestructural de ARN total.

3. Imnunolocalizacion ultraestructural. Los cortes ultrafinos de la muestra incluida en
Lowycril K4M, se colocaron en rejillas de oro cubiertas con formva y después se
hicieron flotar en amortiguador de Tris salino (TBST) con 20 mM Tris (pH 7.6), 150 mM
Na Cl, 20 mM de azida de sodio, tween-20 al 1.0%, suero de albumina de bovino (BSA)
al 10% y suero normal de cabra (NGS) durante 60 minutos. Posteriormente, las rejillas
se incuban en el anticuerpo monoclonal anti-SR 3C5, donado por D. Spector (CSHL),
diluido 1:30 en TBST a 4 grados centigrados por 16 horas en una camara humeda.
Algunas rejillas se flotaron por 15 minutos en TBS sin anticuerpo como testigo negativo.
Las rejillas se lavan por goteo de TBST durante 15 minutos, se incuban durante 1 hora
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario cabra-anti-ratén (goat-anti-mouse
IGM), acoplado a particulas de oro coloidal de 10 nm y diluido 1:10 en TBST. A
continuacion las rejillas se enjuagan en TBST durante 15 minutos y 10 minutos en agua
desionizada. Finalmente, los cortes se contrastan con acetato de uranilo al 3% y citrato
de plomo al 0.3% durante 20 minutos y se observan en el microscopio electronico Carl
Zeiss EM10 operando a 80kV.

4. Hibridacién in situ ultraestructural de ARN total. La hibridacion para localizar ARN
total se hace segun las técnicas descritas por Lopez-Velazquez et al (1998). Agredano-
Moreno y Jiménez-Garcia (2000), usando el ADN genomico como sonda, el cual se
obtiene de las hojas de Ginkgo biloba de acuerdo a los protocolos establecidos
(Sambrook et al, 1989).
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RESULTADOS.

Por motivos de claridad, primero se presentan los resultados sobre Ginkgo biloba y
después sobre la exploracion del Reino Plantae.

Ultraestructura del nucleo de Ginkgo biloba (Ginkgoales).

En la exploracion de los distintos grupos del reino Plantae, se eligio al nucleo reticulado
de Ginkgo biloba, una especie de gimnosperma muy primitiva que se ha mantenido sin
cambios apreciables durante los ultimos 50 millones de afos, como ejemplo para
comparar su ultraestructura con la descrita en Lacandonia schismatica
(monocotiledonea) por Jiménez-Garcia et al (1992) y establecer si las gimnospermas y
las monilofitas tienen una ultraestructura igual o semejante a la de la ultima especie. El
nucleo de G. biloba es reticulado como lo muestran las figuras 6a, 6b, 6¢c y 7, en
microscopia de luz, en microscopio de fuerza atomica y en microscopia electronica de
transmision. A través del uso de un anticuerpo monoclonal para el reconocimiento de
ADN, seguido de un anticuerpo secundario acoplado a oro coloidal de 10 nm, es posible
observar en el microscopio electronico (figura 8), una tincion intensa en la cromatina,
en contraste, es notable su ausencia en el citoplasma y en el nucleoplasma. Por otra
parte, en la figura 7, preparada con microscopia electronica de transmision
convencional, es evidente la presencia de abundantes particulas de 32 nm en los

espacios intercromatiniano y pericromatiniano que pueden ser identificadas como GLs.

La hibridacion in situ ultraestuctural de ARN produjo una tincion muy intensa en el
nucleoplasma (figura 9), donde los GLs son abundantes. Estos son muy evidentes a
gran aumento con técnicas convencionales de microscopia electronica (figura 10a),
como en la tincion con la técnica regresiva de EDTA para RNPs (figura 10b), algo
semejante a lo observado por Jiménez-Garcia (1992) para Lacandonia schismatica y
Triuris brevistylis (monocotiledéneas del orden Triuridales) y por Guzman (2003) en su

tesis de maestria en lllicium floridanum (dicotiledonea). La presencia de ARN en los
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GLs fue también observada en la prueba de hibridacién in situ usando el ADN genémico
de Ginkgo biloba (figura 11). Los GLs han sido marcados con anticuerpos anti-snRNPs
(Agredano-Moreno et al, 1994), la cantidad de GLs varia en funcion del desarrollo floral
(Agredano-Moreno y Jiménez-Garcia, 2000), tal como sucede en el desarrollo animal
(Vazquez-Nin y Echeverria, 1996), ademas contienen proteinas SR como los granulos
de los anillos de Balbiani. Aunque la distribucién de los GLs en el espacio inter y
pericromatiniano, la presencia de proteina SR y de poli(A)+ARN sugiere una similitud
con los GICs. Pero, la abundancia de GLs en la regidon pericromatiniana, donde la
transcripcion tiene lugar, apoya una funcion mas parecida a la de los granulos
pericromatinianos y de los anillos de Balbiani. Jiménez et al (2002), sefialan por primera
vez la existencia de GLs en las gimnospermas, RNPs que solamente habian sido
observados en las Triuridales (monocotiledéneas), grupo que incluye a la Lacandonia
Schismatica, unica angiosperma donde la flor tiene a los estambres en el centro y
rodeados por los carpelos, organizacion inversa a lo conocido en el resto de las

angiospermas.
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Figura 6. Nucleo de Ginkgo biloba. (a) Imagen obtenida con microscopio de luz, corte semifino tefiido con azul de toluidina, barra 10
um. (b) Imagen obtenida con microscopio electrénico de transmision, corte contrastado con acetato de uranilo-citrato de plomo,
barra 3 um. (c) Imagen obtenida con microscopio de fuerza atémica, barra 5 pm. Nucleo interfasico (N), cromatina (flechas
grandes), nucléolo (n), cloroplasto (chl), mitocondria (m), textura fibrogranular (flechas pequenas).
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Figura 7. Micrografia electrénica de transmision de alta resolucion de nucleo de Ginkgo biloba. Dentro del nucleoplasma hay
numerosas particulas de 32 nm (flechas grandes). Para efectos de comparaciéon son mostradas otras particulas RNPs como los
ribosomas (r) en el citoplasma y pre-ribosomas (flechas pequefas). Barra 500 nm.
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Figura 8. Inmunolocalizaciéon ultraestructural de ADN de Ginkgo biloba, vista en microscopio electronico de transmision.
cromatina (ch) reticulada esté fuertemente marcada. Contraste de acetato de uranilo-citrato de plomo. Nucléolo (n). Barra 1 ym.
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Figura 9. Localizacion de ARN a través de hibridacion ultraestructural in situ en el nucleo de Ginkgo biloba. La tincion es intensa en

el nucleoplasma (flechas), mientras que en la cromatina es muy baja. Barra 1 pm.
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Figura 10. Imagenes obtenidas en microscopio electrénico de transmision del nicleo de Ginkgo biloba utilizando contraste de

acetato de uranilo-citrato de plomo (a) y el método regresivo de EDTA (b) para RNPs. En ambas figuras se pueden observar los
granulos de Lacandonia (flechas grandes) en el nucleo (N) asociados a fibras de RNP. Los ribosomas (flechas pequefias) pueden
verse en el citoplasma (Cy). Cromatina (ch). Barras 200 nm.
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Figura 11. Localizacién de ARN en granulos de Lacandonia en el nucleo de Ginkgo biloba. Después de la hibridacion in situ se usa
el ADN total como sonda y particulas de oro coloidal de 10 nm como marcador, la tincion se presenta en los granulos de
Lacandonia (flechas) y en fibras asociadas (puntas de flecha). Contraste de acetato de uranilo-citrato de plomo. Barras 200 nm.
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Tipo de nucleo en los principales grupos del reino Plantae.

Los cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina permitieron observar el arreglo de la
cromatina en microscopia Optica, como es posible ver en la figura 12 (a-h) donde
Coleochaete scutata (alga verde), Lycopodium sp (Lycophyta), las Monilophyta
(Psilotum complanatum, Equisetum sp. y Marattia mexicana), Ceratozamia (Cycadales),
Ginkgo biloba (Ginkgoales) y Ephedra compacta (Gnetales) muestran claramente un
patrén reticulado, mientras que Jatropha elbae (dicotiledonea) tiene un arreglo
cromocéntrico. Los cortes ultrafinos para microscopia electronica convencional
permitieron confirmar el arreglo de la cromatina de los ejemplares examinados, en la
figura 12 (j-n) se muestra el arreglo reticulado en Coleochaete scutata (alga verde), las
Monilophyta (Psilotum complanatum y Adiantum capillus-veneris) y Ephedra compacta
(Gnetales), en cambio, Jatropha elbae (dicotiledonea) muestra un patrén cromocéntrico.
Los mismos cortes ultrafinos preparados para microscopia electrénica, pero,
observados a mayor aumento posibilitaron la observacion de los GLs. En la figura 13 se
observan en C. scutata (alga verde), Lycopodium sp. (Lycophyta), las Monilophyta
(Psilotum complanatum, Adiantum capillus-veneris), Ephedra compacta (Gnetales) y

Lacandonia schismatica (monocotiledénea del orden Triuridales).
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Figura 12. Microfotografias de nucleos interfasicos tefiidos con azul de toluidina obtenidas en microscopio o6ptico. Coleocaete
scutata (a), Lycopodium sp (b), Psilotum complanatum (c), Equisetum sp (d), Marattia mexicana (e), Ceratozamia (f), Ginkgo biloba
(9), Ephedra compacta (h), Jatropha elbae (i), barra 10 um. Microfotografias obtenidas en el microscopio electronico de transmision,
los cortes fueron contrastados con acetato de uranilo-citrato de plomo. C. scutata (j), P. complanatum (k), Adiantum capillus-veneris
(), Ephedra compacta (m), Jatropha elbae (n). Cromatina (flechas), nucléolo (cabeza de flecha). Barra 2 ym.

27



Figura 13. Microfotografias obtenidas en el microscopio electronico de transmision. Los cortes fueron contrastados con acetato de
uranilo-citrato de plomo. Coleochaete scutata (a), Psilotum complanatum (b), Lycopodium sp (c), Adiantum capillus-veneris (d),
Ephedra compacta (e), Lacandonia schismatica (f), granulos de Lacandonia (flechas). Barra 200 nm.
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En la tabla 1 es posible ver el tipo de cromatina y la presencia o ausencia de GLs,

aunque a continuacion se hace un resumen de estos resultados por grupo taxonémico.

Algas verdes. Chlamydomonas sp, Klebsormidium sp, Chara sp, Nitellopsis sp y
Zygnema sp tienen nucleos cromocéntricos y carecen de granulos de Lacandonia.

Coleochaete scutata tiene nucleo reticulado y GLs.

Briofitas sensu lato. Las Marchantiophyta (hepaticas) Monoclea sp y Metzgeria sp
tienen nucleos reticulados y cuentan con GLs, en cambio, Marchantia tiene nucleo
cromocéntrico y carece de GLs. Los géneros Anthoceros y Megaceros de las
Anthoceratophyta tienen nucleos cromocéntricos y carecen de GLs. En el caso de las
Bryophyta (musgos) Andraeae sp y Sphagnum sp tienen nucleos reticulados y GLs,

Barbula sp al contrario tiene nucleo cromocéntrico y carece de GLs.

Lycophyta. Lycopodium complanatum y Selaginella sp. Presentan nucleos reticulados y
GLs.

Monilophyta. Todas las plantas examinadas presentan nucleos reticulados y cuentan
con GLs, Equisetum sp., Psilotum complanatum, Adiantum capillus-veneris, Marsilea

sp., Salvinia sp., Nephrolepis sp, Platycereum sp y Marattia mexicana.

Gimnospermas. Ginkgo biloba (Ginkgoales), Ceratozamia sp. (Cycadales), Ephedra
compacta (Gnetales) y las coniferas de los géneros Podocarpus reichei, Sequoia
sempervirens, Pinus lagunae y Taxodium mucronatum, Cupressus lusitanica poseen

nucleos reticulados y GLs.

Angiospermas. Amborella trichocarpa (dicotiledonea) del grupo hermano de todas las
angiospermas, de acuerdo a la filogenia APGIII (2009), posee nucleo cromoceéntrico y
GLs, en contraste, lllicium mexicanum (dicotiledonea) del tercer clado de las
angiospermas y Lacandonia schismatica y Triuris brevistylis (monocotiledoneas),
Jiménez-Garcia et al (1992) tienen nucleos reticulados y GLs. La mayoria de las

monocotiledéneas estudiadas tienen nucleos reticulados y carentes de GLs, como se
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vio en Allium cepa, Astrocarium mexicana, Heliconia sp. y Zea mays a excepcion de
Encyclia que tiene nucleo cromoceéntrico pero también carece de GLs. Las
dicotiledoneas examinadas tienen nucleo cromocéntrico sin GLs, a excepciéon de
Amborella trichocarpa que tiene mismo tipo de nucleo pero con GLs e lllicium

mexicanum que posee nucleo reticulado y GLs.

Tabla 1. Se indica el tipo de nucleo de acuerdo al arreglo de la cromatina y la presencia
o ausencia de granulos de Lacandonia (GLs) en los organismos estudiados.
Dicotiledénea’, Monocotiledénea®.

Nucleo Nucleo
Grupo Especie GLs | cromocéntrico | reticulado
Algas verdes Chlamydomonas sp X
Algas verdes Zygnema sp X
Algas verdes Nitellopsis sp X
Algas verdes Chara sp X
Algas verdes Klebsormidium sp X
Algas verdes Coleochaete scutata X X
Hepatophyta Monoclea sp X
Hepatophyta Metzgeria sp X
Hepatophyta Marchantia sp X
Anthoceratophyta Anthoceros sp X
Anthoceratophyta Megaceros sp X
Bryophyta Barbula sp X
Bryophyta Sphagnum sp X X
Bryophyta Andreaea sp X X
Lycophyta Lycopodium sp X X
Lycophyta Selaginella sp X X
Monilophyta Equisetum sp X X
Monilophyta Psilotum complanatum X X
Monilophyta Salvinia sp X X
Monilophyta Marsilea sp X X
Monilophyta Platycerium X X
Monilophyta Nephrolepis X X
Monilophyta Marattia mexicana X X
Monilophyta Adiantum capillus-veneris X X
Cycadales Ceratozamia X X
Gynkgoales Ginkgo biloba X X
Coniferales Podocarpus reichei X X
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Coniferales Cupressus lusitanica X X
Coniferales Pinus lagunae X X
Coniferales Taxodium mucronatum X X
Coniferales Sequoia sempervirens X X
Gnetales Ephedra compacta X X
Angiosperma Amborella trichocarpa’ X

Angiosperma Nymphaea sp’ X

Angiosperma lllicium floridanum’ X X
Angiosperma Piper auritum’ X

Angiosperma Magnolia grandiflora’ X

Angiosperma Ceratophyllum sp’ X

Angiosperma Mathiola incana’ X

Angiosperma Simondsia sinensis’ X

Angiosperma Jatropha elbae’ X

Angiosperma Alnus jorullensis’ X

Angiosperma Peniocereus sp’ X

Angiosperma Senecio sp’ X

Angiosperma Cucumis sp’ X

Angiosperma Voyria sp’ X

Angiosperma Lycopersicum sculentum’ X

Angiosperma Solandra guerrerensis’ X

Angiosperma Encyclia sp° X

Angiosperma Zea mays’ X
Angiosperma Heliconia sp’ X
Angiosperma Gymnosiphon sp’ X
Angiosperma Astrocaryum mexicana’ X
Angiosperma Lacandonia schismatica’ X
Angiosperma Triuris brevistylis° X
Angiosperma Allium cepa’ X

La gran cantidad de representantes examinados permite hacer un analisis de la
evolucion de los GLs utilizando la técnica de optimizacion, la cual consiste en ubicar a
los taxa examinados en las filogenias del reino vegetal mas aceptadas en este
momento (Bowman, 2013; Burleigh et al, 2011; Lingrone et al, 2012; Pryer et al, 2004;

Soltis et al, 2011), y sefialar graficamente en cada taxdén la presencia o ausencia de

granulos en el cladograma generado.
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Chlamydomonas
Klebsormidium
Chara
Zygnema
Nitellopsis
Coleochaete
archantia
lonoclea
Metzgeria
3 Barbula
" ndreaea
Sphagnum
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Lycopodium
Sellaginella
Adiantum
Platycereum
Nephrolepis
Marsilea
Salvinia
4 Marattia
Equisetum
Psilotum
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Ephedra
Podocarpus
Cupressus
Sequoia
Ginkgo
Ceratozamia
Amborella
Nymphaea
Hlicium
Magnolia
Piper
Zea
Astrocarium
Heliconia
Encyclia
Allium
Gimnosyphon
Triuris
7 Lacandonia
Solandra
Senecio
Simondsia
Peniocereus
Mathiola
Cucumis
Alnus

Figura 14. Cladograma de los taxa estudiados. Los clados de color negro muestran la presencia de GL y los de color azul su
ausencia de GL.
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El cladograma mostrado en la figura 14, evidencia que Coleochaete, la mayoria de los
grupos primitivos Marchantiophyta, Briophyta sensu stricto Magnoliophyta (Amborella e
lllicium), ademas de Lacandonia y Triuris poseen GLs, en cambio, el resto de las algas
verdes, los Anthocerotophyta, los grupos no primitivos (derivados) de Marchantiophyta y
Briophyta sensu stricto, ademas de la gran mayoria de las dicotiledoneas y
monocotileddéneas carecen de GLs. Coleochaete y la mayoria de los grupos primitivos,
las monocotiledoneas y algunas dicotiledoneas tienen cromatina reticulada, el resto de
las algas estudiadas, las Anthoceratophyta, los grupos no primitivos de las hepaticas y
los musgos, ademas la mayoria de las dicotileddneas poseen nucleos cromocéntricos.
En general los grupos que poseen cromatina reticulada poseen GLs (excepto las
monocotileddéneas, aunque Lacandonia y Triuris si poseen GLs), y los que tienen
cromatina cromoceéntrica carecen de GLs (excepto Amborella que si los presenta).

Es claro que la unica alga verde con ultraestructura nuclear semejante a la de los
grupos vegetales primitivos es Coleochaete scutata (cambio 1 en el cladograma, figura
14). Esta especie pertenece al género que muchas filogenias modernas ubican como
grupo hermano del reino Plantae (Finet et al, 2012). En la siguiente rama todos los
geéneros primitivos de hepaticas, Metzgeria y Monoclea, tienen cromatina reticulada y
GLs, pero los grupos no primitivos como Marchantia sufren una reversién a cromatina
cromoceéntrica y ausencia de GLs (cambio 2 en el cladograma, figura 14). Los musgos
estan ubicados en el siguiente clado y 2 géneros, Sphagnum y Andreaea, tienen
cromatina reticulada y GLs, aunque un tercero, Barbula, sufre reversidon a cromatina
cromoceéntrica y ausencia de GLs (cambio 3 del cladograma, figura 14). Esta misma
reversion existe en Anthoceratophyta, Megaceros y Anthoceros (cambio 4 del
cladograma, figura 14). Las siguientes ramas que agrupan a Lycophyta, helechos
(Monilophyta) y las gimnospermas tienen cromatina reticulada y GLs. En la primera
rama de las angiospermas, Amborella trichocarpa tiene cromatina cromocéntrica y GLs,
la segunda tiene a Nymphaea sp. con nucleo cromocéntrico y sin GLs (reversion 5 del
cladograma, figura 14), todo el resto de las dicotiledéneas y gran parte de las
monocotiledéneas carecen de GLs (ver cambio 6 en el cladograma, figura 14), pero las

primeras tienen nucleos cromocéntricos y las segundas tienen nucleo reticulado
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(excepto Encyclia sp.). La unica reversion en este grupo se da en las Triuridales
(Lacandonia schismatica y Triuris brevistylis) que presentan cromatina reticulada y GLs
(ver cambio 7 del cladograma, figura 14).

DISCUSION

A. GINKGO BILOBA

Nucleos reticulados

El ndcleo de Ginkgo biloba es reticulado, como lo muestran las bandas observadas en
el microscopio Optico en cortes semifinos tefidos con azul de toluidina, en el
microscopio electrénico con cortes ultrafinos contrastados con acetato de uranilo y
citrato de plomo y en el microscopio de fuerza atomica en cortes semifinos. Aunque, la
confirmacion ultraestructural de que las bandas corresponden a cromatina proviene de
las pruebas de inmunolocalizacion ultraestructural del DNA y RNA, pues resultaron
fuertemente marcadas cuando se uséO anticuerpo anti-DNA, en cambio, ninguna fue
vista cuando se hizo la prueba de deteccion de RNA a través de la hibridacion in situ
con DNA total de G. biloba.

La organizacion reticulada del nucleo vegetal ha sido documentada en varias especies
como Allium cepa y A. porrum (Lafontaine,1974), Lacandonia schismatica y Triuris
brevistylis (Jiménez-Garcia,1992), aunque unicamente las dos ultimas poseen GLs.

Granulos de Lacandonia

El uso de tres clases de evidencia demuestran la presencia de GLs en el nucleo de G.
biloba, en primer lugar la observacion de cortes finos contrastados con acetato de
uranilo y citrato de plomo en microscopio electronico de transmision permitid detectar
granulos de 32 nm en los espacios intercromatiniano y pericromatiniano, ultraestructura
descrita por Jiménez-Garcia et al. (1992) en Lacandonia schismatica. En segundo
lugar, estas particulas fueron claramente visibles mediante la técnica regresiva de

EDTA para la deteccion preferencial de RNPs. En tercer lugar, las particulas resultaron
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marcadas en la prueba de deteccion de ARN mediante el protocolo de ADN total

(L6pez-Velazquez el al,(1998; Agredano-Moreno y Jiménez-Garcia, 2000).

En diversos trabajos se ha propuesto que los GLs son equivalentes a los granulos
pericromatinianos y a los granulos de los anillos de Balbiani (Agredano-Moreno vy
Jiménez-Garcia, 2000), debido a que son detectados en el espacio pericromatiniano
con el anticuerpo para snRNPs (Agredano-Moreno et al,1994), y porque el numero de
GLs tiene variaciones durante el desarrollo de la flor de Lacandonia schismatica
(Agredano-Moreno y Jiménez-Garcia, 2000), de manera similar a lo que ocurre en el
desarrollo de los animales (Vazquez Nin y Echeverria, 1996), ademas, contienen
proteinas SR como los granulos de los anillos de Balbiani. La distribucion de los GLs en
los espacios intercromatiniano y pericromatiniano, la presencia de poli(A)+RNA y
proteinas SR sugieren su equivalencia con los granulos pericromatinianos los cuales

presentan los dos ultimos componentes.

Granulos Intercromatinianos

La ultraestructura del nucleo cromocéntrico ha sido descrita con detalle en el jitomate
(Moreno Diaz de la Espina, 1992; Vazquez Nin et al, 1992), en Chirantodendron
pentadactylon (Echeverria et al, 1999), en tabaco y Arabidopsis (Docquier et al, 2004,
Fang et al, 2004) y su organizacion difiere de los nucleos reticulados con GLs en dos
puntos, en primer lugar cantidad y distribucion de la cromatina (son NC) y en segundo
lugar, aparentemente poseen granulos intercromatinianos (GICs). Sin embargo,
Docquier et al, (2004) sefalan que la presencia de granulos intercromatinianos en
células vegetales todavia es materia de debate y agrega que nunca se ha visto
claramente a través del microscopio electronico, una organizacion de granulos
intercromatinianos semejante a la observada en el nucleo de los mamiferos, aunque en
su trabajo, entre otros se registra la presencia de pequefios cumulos de particulas de
20-30 nm. En el presente trabajo no se hallaron este tipo de particulas en los nucleos
examinados, lo que tal vez signifique que la maduracién del ARN pre-mensajero es
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diferente, al menos ultraestructuralmente, en los nucleos reticulados respecto a los

nucleos cromocéntricos.

B. Distribucion de los granulos de Lacandonia y del nucleo reticulado en el reino
Plantae

La ubicacion del tipo de nucleo en cada grupo taxondmico en la filogenia mas aceptada
del reino Plantae, mediante la técnica de optimizacién permite afirmar que la mayoria
de los grupos vegetales basales, desde briofitas hasta gimnospermas, poseen nucleo
reticulado y GLs, a excepcion de Anthoceratophyta y los géneros no primitivos
(derivados) de las briofitas. Ademas, resalta el hecho de que la aparicion del nucleo
reticulado con GLs no surge en el reino vegetal sino en uno de los géneros de algas
verdes, Coleochaete, que se ha postulado (en cladogramas morfolégicos vy
moleculares) como posible grupo hermano de las plantas (Finet et al, 2012). Chara, el
otro género de alga verde propuesto como posible grupo hermano de los vegetales,
posee ceélulas multinucleadas, nucleos cromocéntricos y carece de GLs por lo que
parece una opcidn poco viable a luz de los resultados del presente trabajo.

Existen reversiones del nucleo reticulado con GLs a cromocéntrico sin GLs, tanto en las
Anthoceratophyta como en los géneros no primitivos de hepaticas (Marchantia) y
musgos (Barbula), en cambio, en las pteridofitas y las gimnospermas no existe
reversion alguna. En las angiospermas estudiadas, Amborella (la primera rama de las
angiospermas) tiene nucleo cromocéntrico con GLs, situacion interesante pues esto
hace suponer que las gimnospermas que dieron origen a las angiospermas, sufrieron
una disminucion muy significativa de su contenido de ADN de tal modo que las primeras
plantas con flores pudieron tener nucleo cromocéntrico y GLs como ahora se observa
en Amborella. En contraste, el segundo clado de las angiospermas, al que pertenece
Nymphaea, el nucleo es cromocéntrico sin GLs como sucede en la mayoria de las
plantas con flores.
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El tercer clado de las angiospermas lo ocupa lllicium que tiene cromatina reticulada y
GLs. En el cuarto clado todos los grupos carecen de GLs, excepto Lacandonia y Triuris
(reversion 7) y todas las ramas subsecuentes también carecen de GLs. En general, las
monocotiledéneas presentan cromatina reticulada y las dicotiledoneas cromocéntrica,
tal como lo propuso Nagl (1985), quien encontr6 de manera implicita (al graficar
contenido de ADN contra tipo de nucleo) que las dicotiledéneas con valores bajos de
DNA (1C= 5 pg o menos) tenian nucleos cromoceéntricos y las monocotiledéneas con
valores altos (12.5-25 pg) presentaban nucleos reticulados, sin embargo, incluye en el

ultimo tipo de nucleo a una dicotiledonea de alto contenido (45 pg).

C. Algunas ideas sobre la relacion entre el contenido de ADN y diversificacion de

las plantas.

Las angiospermas poseen en general poco contenido de ADN. Soltis et al. (2003),
sefalan que la moda es de 0.6 pg (1C) como se desprende de un analisis estadistico
de las 3543 especies de las que se tienen datos. Atendiendo a esta informacion, es
obvio que la mayoria de las angiospermas tienen nucleos cromocéntricos y los nucleos
reticulados existen en algunos pocos grupos como en las monocotiledoneas (con

algunas excepciones) y en algunas de dicotiledéneas (como las Santanales).

En una perspectiva evolutiva, la ultraestructura cromocéntrica hallada en los dos clados
mas primitivos de las angiospermas, representadas en el presente estudio, por
Amborella y Nymphaea, coinciden plenamente con la propuesta de Soltis et al. (2003),
de que las angiospermas primitivas tienen contenidos de DNA muy bajos (0.87 pg en
Amborella y de 0.6-1.1 pg en dos especies de Nymphaea). Paradojicamente, el grupo
ancestral de las angiospermas, las gimnospermas tienen, en su contenido de ADN, una
moda de 15.8 pg y una media de 14.71 pg (Leich et al,1998; Soltis et al, 2003), aunque
de manera excepcional, Gnetum posee un contenido de ADN relativamente bajo (entre
2.25y 4.02 pg), (Leich et al, 2001), de manera que es muy probable que tenga nucleo
cromoceéntrico. Este bajo contenido de ADN de Gnetum es congruente con las primeras

filogenias moleculares (Friedman y Charmichael, 1996), donde se consideraba a las
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gnetales como grupo hermano de las angiospermas, en abierto contraste con las
filogenias aceptadas en la actualidad, donde todas las gimnospermas son el grupo
hermano de las angiospermas, sin distinguir un grupo en particular. Pero, vale la pena
recalcar que Gnetum es el unico género de gimnosperma con hojas reticuladas como
se les encuentra en las dicotiledéneas, hecho que ha provocado que muchos autores lo

hallan ligado al origen de las angiospermas.

El bajo contenido de ADN en las plantas con flores les permite que sus plantulas se
establezcan rapidamente, reducir el tiempo de vida de cada generacidn, disminuir el
costo de la reproduccion (al sintetizar menos ADN) e incrementar la tasa reproductiva,
de acuerdo a Bennett (1972) y Midgley y Bond (1991), de modo que esta propiedad
se convirtid en una ventaja competitiva frente a las gimnospermas (Leitch et al, 2005).
La propuesta surge del hecho de que la mitosis y la meiosis tienen una duracion mayor
conforme aumenta el contenido de ADN, pues Evans y Rees (1971) describen que el
incremento del ciclo mitético aumenta 0.38 horas por cada pg y Bennett (1971,1977)
encuentra que Petunia x con 1.9 pg tiene un ciclo mitético de 18 horas y en Trillium
erectum con 40 pg el ciclo dura 274 horas. El bajo contenido de ADN les dio a las
angiospermas una gran flexibilidad evolutiva, segun Bennett y Leich (2000), propuesta
apoyada por los resultados de Knigth et al (2005), quienes hallan que las especies con
alto contenido de ADN tienen un ciclo celular mas largo, tasas de crecimiento y
fotosintética menores a las de las especies con poco contenido de ADN, ademas de
tener, segun Vinogradov (2003), menos especies por género, es decir, poseen menor
capacidad de diversificacion. Knight el al (2005) establecen que las especies por ellos
estudiadas con menor contenido de ADN ocupan amplias condiciones ambientales,
mientras que las de altos contenidos tienen habitats mas restringidos. Pero, aqui hace
falta hacer una observacion desde otra perspectiva, pues es bien sabido que en
muchos casos las angiospermas poliploides pueden sobrevivir en condiciones mas
dificiles que sus parientes diploides, por ejemplo, Jatropha elbae un arbol diploide que
tiene nucleo cromocéntrico tal como se ve en la figura 12 (i,n), habita en bosque tropical
caducifolio de la Cuenca del rio Balsas, mientras que un arbusto rizomatoso tetraploide,

Jatropha dioica, con morfologia idéntica a la especie ya mencionada prospera en las
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zonas aridas del desierto chihuahuense, por o que deben examinarse con cuidado a
los dos fendmenos mencionados para entender como es posible llegar a conclusiones

contradictorias.

Al hacer un analisis de contenido de ADN Yy diversidad de los grupos con semilla, es
evidente que las gimnospermas tienen pocos géneros y especies (alrededor de 900-
1200 especies en la actualidad) y un alto contenido de ADN (un promedio de 17.56 pg
y una moda 15.8 pg, de acuerdo a (Leich et al, 1998; Soltis et al, 2003 ), en cambio, las
angiospermas tienen miles de géneros y alrededor de 272 000 especies con bajo
contenido de ADN (un promedio de 6. 2 pg y una moda de 0.6 pg (Leicht et al, 2010),
de manera que parece ser cierto que el bajo contenido de ADN ha contribuido al éxito
evolutivo y ecoldgico del ultimo grupo, aunque no es posible validar certeramente esta
afirmacion pues el numero de ventajas adaptativas de las plantas con flores puede
referirse a cambios cualitativos (genéticos) y no necesariamente a un cambio
cuantitativo de ADN (duplicacién de cromosomas o acumulacién de retroelementos).
Afortunadamente, al interior de las angiospermas es posible establecer el mismo tipo de
comparacion sin la desventaja descrita, las dicotileddneas tienen 220,000 especies y su
contenido es 2.9 pg en promedio, en contraste, las monocotiledoneas tienen 52,000
especies y su contenido promedio es de 11 pg (Leitch et al, 2010), es decir, las
dicotiledoneas tienen 4 veces mas diversidad que las monocotiledoneas y poseen
aproximadamente 1/4 del contenido de ADN de este ultimo grupo, por lo que las

ventajas evolutivas de presentar poco ADN parecen ser verdaderas.

El contenido de ADN parece incidir en la capacidad de reparar el rompimiento de las
dos bandas de ADN (DSBs, double strand break), un fenémeno muy estudiado en los
seres humanos pues es producido por radiaciones, sustancias quimicas o
espontaneamente y puede desembocar en cancer y otras enfermedades graves. Kirik et
al (2000) encuentran experimentalmente que Arabidopsis thaliana (con 0.2 pg) no es
capaz de reparar DSBs inducidos por la endonucleasa de restriccion I-SCel, en cambio,
en el tabaco (con 4.4 pg) el 40% de las deleciones fueron acomparfadas de inserciones,

ademas, las deleciones de la primera especie fueron con frecuencia de mayor tamafio.
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En animales existen fendmenos semejantes, Bensasson et al (2001) encuentran que
existe una correlacidon entre el contenido de ADN vy la frecuencia y el tamafo de las
deleciones, asi Drosophila (con 0.179 pg), Laupala (grillo de Hawaii con 1.94 pg) y
Podisma (saltamontes acridido con 18.52 pg) muestran (figura 157) que el tamano y la
frecuencia de las deleciones halladas en 57 pseudogenes de origen mitocondrial es
mayor conforme se tiene menor contenido de ADN. Desde esta perspectiva ¢ Por qué
existen mas especies de angiospermas con bajo contenido y menos especies con alto
contenido de ADN? Tal vez la hipotesis de Bennett (1987) de que las angiospermas han
tenido mayor flexibilidad evolutiva por tener menor contenido de ADN, pueda ser cierta
(en el caso de las dicotiledoneas) si el menor contenido da la posibilidad
de que se tengan mas cambios genéticos, como se desprende del trabajo de Kirik et al
(2000) dado que presentan elevada sensibilidad a factores externos, aunado a la
mayor velocidad de division celular, tasas de crecimiento y fotosintética mayores,
ademas de una replicacibn mas econdmica del material genético. Las
monocotiledéneas, en cambio, tal vez tengan menor posibilidad de alteracion de su
material genético porque sus mecanismos de restauraciéon son mas eficientes Y por lo

tanto tengan una menor variabilidad genética y/o un menor numero de mutaciones.
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Figura 15. Distribucion de frecuencias de los tamafios de deleciéon en Podisma, ltalpodisma, Laupala y Drosophila melanogaster

(modificado de Bensasson et al, 2001).

D. ¢El contenido de ADN y la presencia de granulos de Lacandonia tiene alguna

relacion con la invasion al medio terrestre?

En el mismo tenor de la discusion anterior, es interesante recordar que Coleochaete es
la unica alga verde con alto contenido de ADN (2N:1.4-5pg [Kapraun, 2007]), como lo
demuestra el hecho de presentar nucleo reticulado, de modo que es posible especular
que tiene una resistencia mayor a los dafos producidos por la radiaciéon solar (en
particular la luz UV), de manera que tal vez sea una condicion importante para invadir el
medio terrestre donde las plantas primitivas carecian del efecto protector del agua de

modo permanente debido a que vivian pantanos y sitios de inundacion periddica. Es
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necesario aclarar que Chara tiene un contenido de alrededor de 10 pg por cada célula,
pero, como cada una de ellas tiene miles de nucleos cromocéntricos y sin GLs, el
contenido es la suma del total de ellos. Es claro que desde la perspectiva del contenido
de ADN, Coleochaete parece una mejor opcion como grupo hermano de las plantas que
Chara, sobre todo si no es facil explicar como un grupo cuyas células tienen miles de
nucleos evolucionaron para originar a las plantas que tienen generalmente un solo

nucleo por célula.

El contenido de ADN, parece importante en la invasion al medio terrestre, pues, al igual
que Coleochaete, los peces pulmonados (considerados el grupo hermano de los
anfibios) poseen un alto contenido (entre 53 y 133 pg, Gregory, 2001) y pueden estar
expuestos a la atmésfera, ademas, los anfibios también poseen cifras importantes de
ADN, 16.2 pg en promedio, de acuerdo a Gregory (2001). A partir de los resultados
observados en Coleochaete y los grupos vegetales primitivos, donde el alto contenido
de ADN parece estar ligado a nucleos con cromatina reticulada y a la presencia de GLs,
se decidio observar (figuras 15 y 16) a los nucleos de una especie de ajolote
(Ambystoma rivulare), los que sorprendentemente presentaron cromatina reticulada y
cumulos de granulos similares en distribucion, cantidad y tamafo a los GLs de los
nucleos de G. biloba y L. schismatica, algo nunca registrado en animales, ya que el
nucleo canonico de estos es cromocéntrico y con GPCs y GICs. Entonces ¢En las
plantas y en los anfibios el alto contenido de ADN y la presencia de granulos de
Lacandonia o granulos parecidos a estos indican una evolucion celular paralela frente a

presiones de seleccion semejantes?

Vale la pena aclarar que Thompson y Muraszko (1978), estimaron que peces
pulmonados y anfibios fosiles tenian entre 5 y 10 pg de ADN (mediante la medicion de
las lagunas de los osteocitos de los huesos fosiles), de modo que los altos contenidos
de ADN de los representantes modernos de los grupos mencionados son producto de
una historia evolutiva mas reciente. Sin embargo, estos datos no invalidan la
argumentacion sobre la importancia de altos contenidos de ADN en la invasion del

medio terrestre por parte de los vertebrados, pues los contenidos de ADN (5-10 pg) de
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los fésiles de peces pulmonados y anfibios son sensiblemente mayores a los promedios
registrados en los reptiles (2.24 pg), aves (1.38) y mamiferos (3.37 pg) modernos.
Ademas, el nucleo reticulado aparentemente se forma rebasando los 5 pg, de modo
que casi todos los fésiles mencionados poseian este tipo de nucleo y con ello tal vez
granulos parecidos a los GLs como Ambystoma rivulare, ver figura 16y 17.

La polémica sobre el contenido de ADN en los primeros anfibios sigue hasta la fecha,
por ejemplo, Organ et al (2011) obtienen dos valores para fésiles de anfibios, si siguen
un modelo estadistico general sus valores oscilan entre 3.03 y 3.69 pg, pero, si usan un
modelo estadistico basado en los anfibios sus valores para los mismos fdsiles estan
entre 3.96 y 9.83 pg. Por ejemplo, Diplocaulus del Pérmico inferior (medido por
Thompson y Muraszco, 1978) tiene 17.6 pg, asumiendo que era diploide, el valor
haploide es de 8.8 pg, numero cercano a los 8.77 pg registrado por Organ et al (2011).

Figura 16. Microfotografia de nicleo de Ambystoma rivulare, obtenida en microscopio electrénico de transmision. Los cortes fueron
contrastados con acetato de uranilo —citrato de plomo. Cromatina (chr), 8000x

%




Figura 17. Microfotografia de niucleo de Ambystoma rivulare, obtenida en microscopio electrénico de transmisién, los cortes fueron

contrastados con acetato de uranilo-citrato de plomo. Cromatina (chr), granulos (flecha) 20,000x.

La evolucidn de los tetrapodos y de las plantas vasculares aparentemente no tienen
nada en comun porque se trata de grupos remotamente relacionados, pero al invadir el
medio terrestre han compartido durante mas de 370 millones de afios un mismo
ambiente, coincidentemente ambos grupos tienen ancestros con alto contenido de ADN
y con ello nucleos reticulados y con RNPs semejantes a los GLs, pero comparten otro
caracter, sus clados mas exitosos poseen nucleos cromocéntricos con RNPs diferentes

a los GLs, es decir tienen bajos contenidos de ADN.

El otro grupo que invadié el medio terrestre, los insectos, parecerian contradecir lo
expuesto en los ultimos parrafos, pues surgieron antes que los anfibios y presentan un

bajo contenido de ADN (un promedio maximo de 1.2 pg), sin embargo, el hecho de
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poseer un exoesqueleto de quitina les da una proteccion excepcional en contra de la
radiacion solar y de las condiciones variables de la atmdésfera terrestre, de modo que no
requirieron altos contenidos de ADN. Ademas, es el grupo terrestre mas diverso (posee
millones de especies), de tasa reproductiva muy alta y ciclo de vida corto, de manera
que se ajustan a la hipotesis de Bennett (1987) sobre la diversificacion de las
angiospermas. Los acrididae (Orthoptera), langostas terrestres, son el unico grupo de
insectos con alto contenido de ADN (9.6 pg en promedio), de manera que es
interesante conocer el arreglo de la cromatina y de los granulos de RNPs de su nucleo.
En la figura 18 se muestra el nucleo reticulado de Schistocerca piceifrons piceifrons
(Acrididae) tefiido con DAPII, y dicha especie forma en la Isla Socorro agregados de
miles de individuos denominados mangas con un apetito voraz y un metabolismo
acelerado, simulando a pequefia escala a las plagas devastadoras del continente
africano, ya conocidas desde los relatos biblicos. ¢El alto contenido de ADN estara
asociada a granulos de Balbiani como en los cromosomas politenicos de Chyronomus?
Estos datos preliminares parecen corroborar que algunos grupos primitivos de animales
y de plantas con alto contenido de ADN tienen alta probabilidad de presentar
numerosos granulos de RNPs parecidos a los GLs, lo que tal vez indique que estos
nucleos tienen o pueden tener alta actividad transcripcional. Aunque, existen dos casos
que no concuerdan con esta propuesta, en Amborella hay GLs a pesar de tener nucleo
cromoceéntrico y bajo contenido de ADN (0.87 pg) y en las mocotileddéneas con nucleos
reticulados estan ausentes los GLs (a excepcion de Lacandonia y Triuris), aunque es
claro que estas discordancias se dan unicamente en las angiospermas y nunca en los
grupos vegetales primitivos. La presencia de GLs en Amborella puede deberse a que
sus ancestros gimnospérmicos los poseian, hipotesis nada aventurada pues el género
es el grupo hermano de todas las angiospermas. La ultraestructura reticulada con GLs
de Lacandonia y Triuris es mas dificil de explicar, pues estan ubicados en el quinto
clado de la filogenia de las angiospermas, para entenderlo es necesario hacer una
exploracion de la ultraestructura del nucleo en los grupos basales de los clados
previos(Nymphaeales, Magnoliidae) al de la monocotiledéneas, aunque en uno de ellos
(Austrobaileyales) ya se encontré nucleo reticulado con GLs (/llicium).
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El problema ahora es saber si los granulos han surgido mediante una evolucion paralela
o existen desde los eucariontes mas primitivos, para ello es necesario conocer los
componentes que constituyen a los granulos tanto en los vegetales como en los
animales y hacer una exploracion de la ultraestructura del nucleo de los eucariontes

primitivos.

Figura 18. Nucleos de Schistocerca piceifrons piceifrons tefiidos con DAPI. 100x,
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CONCLUSIONES

1.- El nucleo interfasico de Ginkgo biloba tiene una ultraestructura homologa a la de
Lacandonia schismatica y Triuris brevistylis.

2.- El nucleo reticulado y con GLs es tipico de los grupos primitivos de vegetales (desde
Hepatophyta hasta gimnospermas), a excepcion de las Anthoceratophyta y de los
grupos no primitivos (derivados) de Hepathophyta y Bryophyta.

3.- El nucleo reticulado y con GLs observado en Coleochaete es un hecho que apoya

su postulaciéon como grupo hermano del reino Plantae.

4.- El primer clado de la filogenia de las angiospermas representado por Amborella
posee nucleo cromoceéntrico y GLs, lo que constituye una paradoja, ya que comparte la
presencia de GLs con las gimnospermas y tiene cromatina cromocéntrica como la

mayoria de las angiospermas.

5.- La mayoria de las angiospermas examinadas tiene nucleo cromocéntrico y carece
de GLs y un grupo minoritario tiene el nucleo reticulado y sin GLs, a excepcion de

lllicium floridanum y las Triuridales (entre las que se encuentra L. schismatica).

6.- Aparentemente el contenido de ADN vy la diversificacidon de las angiospermas tiene
una correlacién, a mayor contenido menor capacidad de diversificacion y viceversa, a
menor contenido mayor capacidad de diversificacion. Lo que parece contradictorio con
el hecho de que la poliploidia en muchas angiospermas les permite tener mayor éxito
ecologico, pero dado que muchas veces este fenomeno se presenta en especies con
bajo contenido de ADN (ver el caso de Jatropha elbae y J. dioica en la pagina 36), el
incremento del material genético no implica que tales especies tengan siempre altos
contenidos de ADN. Sin embargo, sera necesario revisar caso por caso de poliploidia y
contenido de ADN para entender cuando y de que manera es cierta la primera hipotesis

mencionada.
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7.- El reducido numero de especies de gimnospermas actual (900-1200) e historico
(aproximadamente 2000 especies en 300 millones de afos) podria explicarse, en parte,
por su alto contenido de ADN.

8.- El alto contenido de ADN parece determinar en plantas y animales una
ultraestructura nuclear semejante, donde la cromatina asume una distribucién reticulada
con abundantes granulos de RNPs parecidos a los GLs. Con excepciones en las
angiospermas (la dicotileddnea Amborella tiene nucleo cromocéntrico con GLs, y en las

mocotileddneas tienen nucleo reticulado sin GLs, a excepcion de Lacandonia 'y Triuris).
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Abstract

Lacandonia schismatica is a rare flowering plant with the sex organs spatially inverted. Several aspects of its cell biology are now known.
Interestingly, within the cell nucleus, the chromatin is reticulated and it is associated to a novel structuré azaméehia granules, a very
abundant ribonucleoprotein particle showing similarities to perichromatin and Balbiani ring granules, which are involved in nuclear mRNA
metabolism. To see whether these particles are present in other plants, we study the nu&iekgoddiloba, a non-flowering plant. Light,
electron and atomic force microscopy show that the cell nuclés.dfiloba are reticulated. Ultrastructural analysis showed that in the
nucleoplasm, abundant intranuclear particles 32 nm in diameter are present. The EDTA regressive staining suggested that they contain RNA.
Ultrastructural in situ hybridization confirmed the presence of RNA in these particles. Therefore, we conclude that the Guigilieitat are
reticulated and contaibacandonia granules. We suggest that these particles may also be present in other plants.

© 2002 Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Cell nucleus; ChromatinGingko biloba; Lacandonia schismatica; Lacandonia granules; RNPs

1. Introduction inversion of its sexual organs (Marquez-Guzman et al., 1989;
Martinez and Ramos, 1989). Recently, as part of an effort to
Within the mammalian cell nucleus, molecules involved understand its biology, we have been studying several aspects
in RNA metabolism are highly compartmentalized in very of its cell biology including the nuclear structure (Jiménez-
dynamic domains that are responsive to transcription andGarcia et al., 1992, 1998; Agredano-Moreno et al., 1994,
splicing, both in cultured cells (see Spector, 1993; Misteli, 2001; Jiménez-Garcia and Fragoso-Soriano, 2000;
2001) and also in cells present in several animal tissuesAgredano-Moreno and Jiménez-Garcia, 2001). The cell
(George-Téllez et al., 2002). On the other hand, in plants, thenucleus oflL. schismatica is reticulated and as reported, it is
chromocentric and the reticulated nuclear types are recog-associated to a novel 32 nm diameter nuclear ribonucleopro-
nized depending upon heterochromatin arrangementtein (RNP) particle named.acandonia granule. Interest-
(Lafontaine, 1974; Jordan et al., 1980; Nagl, 1985; ingly, this nuclear arrangement is also displayed by very
Moreno Diaz de la Espina et al., 1992; Echeverria et al., related plants such aBiuris brevistylis(Jiménez-Garcia et
1999). al., 1992). Recent developmental, immunocytochemical and
Lacandonia schismatica is an endemic and rare plant high resolution in situ hybridization results suggest that
(Diario Oficial, 1994) from the Selva Lacandona, Chiapas in | acandonia granules are nuclear particles similar to per-
Mexico, whose most prominent characteristic is the spatialjchromatin and Balbiani ring granules present in mammalian
and insect cells, respectively (Agredano-Moreno and
Jiménez-Garcia, 2000). Balbiani ring and perichromatin
Torresponding author. Departamento de Biologia Celular Facultad de granules are nuclear RNP pgrticles thought to be involved in
Ciencias, UNAM, Circuito. Exterior, Ciudad Universitaria México D.F. mtranUCIe?‘r mRNA metabolism as storage and/or t_ransport
04510, Mexico. Tel.; +52-5-6-22-48-27; fax: +52-5-6-22-48-28. and also in the last steps of pre-mRNA processing (see
E-mail address: Ifig@hp.fciencias.unam.mx (L.F. Jiménez-Garcia) Vazquez-Nin and Echeverria, 1996).

© 2002 Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS. All rights reserved.
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Here we have found that the nuclei of the tree Ginkgo
biloba, anon-flowering plant, also contain Lacandonia gran-
ules associated to reticulated chromatin. The presence of
these particlesin such different plants suggests a basic func-
tion that needs to be explored.

2. Materials and methods
2.1. Samples

Small fragments of young leaves from an adult tree of
Ginkgo biloba were used for the present studly.

2.2. Transmission electron microscopy

Sample preparation was conducted according to standard
protocols. Briefly, small fragments of leaves were fixed for
1 h at room temperature in a mixture of 6% glutaraldehyde
and 4% paraformaldehyde, buffered in PBS (pH 7.2). Post-
fixation was done in 1% osmium tetraoxide overnight.
Samples were subsequently dehydrated in a graded series of
ethanol and embedded in an epoxy resin (glycide ether 100,
Merck). Thin sections of 60-90 nm thickness were con-
trasted with uranyl acetate and lead citrate. The number of
Lacandonia granules per square micrometer was determined
on X 40,000 electron micrographs. A total of five different
nuclei were measured for each stage. Statistical analysis
using Cochran’s test was used.

2.3. Light microscopy

Semithin sections were stained with toluidine blue and
pictures were taken in bright field with a Nikon E-800 light
mi croscope equipped with aplan apochromatic 1.4 N.A. 100
X objective.

2.4. Atomic force microscopy

It was conducted on unstained epon embedded semithin
sections as described (Jiménez-Garcia and Fragoso-Soriano,
2000; Jiménez-Garcia and Segura-Valdez, 2002).

2.5. EDTA regressive method for RNP

It was as originally described (Bernhard, 1969), with
modifications for plants (Spector et a., 1998). Basicaly,
uranyl acetate was used for 5 min, followed by a treatment
with EDTA for 50 min and lead citrate for 2 min.

2.6. Immunoel ectron microscopy

Fragments of leaves were fixed with a mixture of 0.5%
glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde for 1 h at room
temperature. Lowicryl K4M was conducted as described
(Roth, 1986). Thin sections of 60—90 nm were collected on

formvar coated gold grids. Grids were floated in Tris-
buffered saline (TBS) containing 20 mM Tris (pH 7.6),
150 mM NaCl, 20 mM sodium azide, 1.0% Tween-20 and
10% bovine serum albumin (BSA), and 10% normal goat
serum (NGS) for 60 min. The sectionswerethen incubatedin
anti-DNA monaoclonal antibody (Progen), diluted 1:30 in
TBSat 4 °C for 16 h in a humidified chamber. As negative
controls, some grids were floated on TBS with no primary
antibody. Grids were washed for 15 min in TBS and then
incubated with goat-anti-mouse IgM secondary antibody
coupled to 10 nm colloidal gold particles (Jenssen), diluted
1:10 in TBSfor 1 h at room temperature. After incubation,
the grids were rinsed for 15 min in TBS and 10 min with
water. Finally, the samples were stained with uranyl acetate
and lead citrate.

2.7. Ultrastructural in situ hybridization

In situ hybridization to localize total RNA was performed
as described (L6pez-Veldzquez et al., 1998; Agredano-
Moreno and Jiménez-Garcia, 2000) using genomic DNA asa
probe, which was obtained from adult G. biloba leaves ac-
cording to standard protocols (Sambrook et al., 1989).

3. Results

Condensed chromatin in Ginkgo biloba is reticulated:
First, we were interested in defining the nuclear type present
in G. biloba, by analyzing the distribution of chromatin.
After light, standard transmission electron and atomic force
microscopy, large strands within the cell nucleus were
observed ). By using primary monoclonal
antibodies recognizing DNA followed by 10 nm diameter
colloidal gold coupled secondary antibodies, after immuno-
electron microscopy, intense labeling was observed over
these strands (IFig. 3). In thisfigure, the nucleolar organizer
was also observed penetrating the nucleolus. On the other
hand, no labeling was observed in the nucleoplasm or cyto-
plasm.

Lacandonia granules are present in G. biloba cell nuclei
of leaves. With standard transmission electron microscopy
), abundant 32 nm in diameter particles were
observed in the perichromatin and interchromatin space. As
internal comparative structures, we showed the preribosomal
particles in the nucleolus and ribosomes in the cytoplasm.
After localization of RNA using G. biloba genomic DNA as
a probe, we observed very intense labeling in the nucleo-
plasm ), in regionswhere Lacandonia granules
are abundant. At higher magnification, Lacandonia granules
were observed with standard transmission electron micros-
copy (Fig. 54 or after the EDTA regressivestaining for RNPs
(Fig. 5b), a similar situation previously found in L. schis-
matica and Triuris brevistylis. The presence of RNA in
Lacandonia granules was also observed after in situ hybrid-
ization using a G. hiloba genomic DNA probe Itis
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Fig. 1. Light (a), transmission electron (b) and atomic force (c) microscopy of the nucleus of G. biloba. Within interphase cell nuclel (N), chromatin (large
arrows) is arranged as strands. (a) Light micrograph of a plastic-embedded semithin section after toluidine blue staining. (b) Electron micrograph after
uranyl-acetate-lead citrate contrast. In the electron micrograph, afibrogranular texture is seen (small arrows); n, nucleolus; chl, chloroplast; m, mitochondrion.
(a) Bar is 10 pm; (b) bar is 3 pm; (c) bar is5 pm.

interesting to note that the number of Lacandonia granulesis Other RNP components were also observed as the fibers
increased in cells that turn on the transcription activity at the intermingled with Lacandonia granules (Figs. 2 and 5). In
end of mitosis (Jiménez-Garciaet al., in preparation). addition, nuclear ring-shaped bodies have al so been observed
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Fig. 2. Electron micrograph at high magnification of the nucleus of G. biloba. Within the nucleoplasm, abundant 32 nm diameter particles are observed (large
arrows) associated with fibers. Other RNP particles as ribosomes (r) in the cytoplasm and preribosomes (small arrows) are shown for size comparison. Bar is
500 nm.
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Fig. 3. Immunoel ectron microscopic localization of DNA in the nucleus of G. biloba. Intense labeling is observed in thereticulated chromatin (ch) whilein the
nucleolus (n), it isamost absent. Uranyl acetate-lead citrate. Bar is 1 um.

Fig. 4. Localization of RNA by ultrastructural in situ hybridization in the nucleus of G. biloba. Labeling is intense in the nucleoplasm (arrows) while in the
chromatin (ch), it isvery low. Uranyl acetate-lead citrate. Bar is 1 pm.
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Fig. 5. Electron micrograph of anucleus of G. biloba after uranyl acetate-lead citrate contrast (a) and EDTA regressive method (b) for RNPs. In both figures,
Lacandonia granules are observed (large arrows) in the nucleus (N) associated with RNP fibers Ribosomes (small arrows) are observed in the cytoplasm (Cy).

Chromatin, ch. Bar is 200 nm.

inthe nucleoplasm of G. biloba and other species (Agredano-
Moreno et a., 2001). However, clusters of 15 nm diameter
granules characterized by interchromatin granules clusters
have not been observed so far.

4. Discussion

Thenuclel of G. biloba arereticulated and contain Lacan-
donia granules. Three different criteriawere used to confirm
that G. biloba nuclei are reticulated. First, we used bright
field microscopy of semithin sections after toluidine blue
staining from epon embedding plant material. Within the cell
nuclel, nucleoli and dark stained strands were observed. By
electron microscopy after uranyl-lead contrast, large strands
were also observed. These strands were also observed in
unstained semithin sections by atomic force microscopy, as
previously reported (Jiménez-Garcia and Fragoso-Soriano,
2000). Ultrastructural confirmation that these strands corre-
spond to chromatin came from results after immunoelectron
localization of DNA and RNA. While intense labeling was
detected in the nuclear strands after using anti-DNA antibod-
ies, no labeling was detected after the detection of RNA by

using in situ hybridization with a genomic G. biloba DNA
probe.

The reticulated organization of plant nuclei has been
documented in severa species such as Allium cepa, A. por-
rum (Lafontaine, 1974), L. schismatica, T. brevistyl-
is(Jiménez-Garciaet a., 1992), etc. Moreover, there are also
data on the chromocentric arrangement of some species
(Moreno Diaz de laEspinaet a., 1992). Although arelation
has been previously mentioned, it would be necessary to
exploreif the DNA amount influencesthe nuclear type (Nagl,
1985). In light of the present results, this matter would
deserve amore detailed analysis.

We aso provide three different kinds of evidence that
Lacandonia granules are present in the nuclel of G. biloba
leaves. First, by transmission electron microscopy, the intra-
nuclear granules are 32 nm in diameter and they are mixed
with RNPfibers. They aredistributed in both the perichroma-
tin and the interchromatin space. These characteristics have
been previously reported (Jiménez-Garciaet al., 1992). Sec-
ond, we have shown that these particles are positive after the
EDTA regressive technique preferential for RNPs. Third,
these nuclear particles arelabeled after the detection of RNA
with a protocol using genomic DNA as a probe (Lopez-
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Fig. 6. Localization of RNA in Lacandonia granules in the nucleus of
G. biloba. After in situ hybridization using total DNA as a probe and 10 nm
colloidal gold particles as a marker, labeling is present in Lacandonia
granules (arrows) and associated fibers (arrowheads). Uranyl acetate-lead
citrate. Bar is 200 nm.

Velazquez et al., 1998; Agredano-Moreno and Jiménez-
Garcia, 2000).

It has been previously suggested that Lacandonia granules
are intranuclear RNPs equivalent to perichromatin and Bal-
biani ring granules (Agredano-Moreno and Jiménez-Garcia,
2000). Several evidences support this notion. They are la-
beled at the periphery with antibodiesto snRNPs (Agredano-
Moreno et a., 1994). In addition, the number of Lacandonia
granules varies during flower development (Agredano-
Moreno and Jiménez-Garcia, 2000), similar to what occurs
for perichromatin granules during development in animals
(Vazquez-Nin and Echeverria, 1996). They also contain SR
proteins as Balbiani ring granules. Nonethel ess, the distribu-
tion of Lacandonia granulesin both perichromatin and inter-
chromatin space, the content of SR proteinsand poly-A RNA
also may suggest asimilarity to interchromatin granule clus-
ters, that has been shown to contain those components. How-
ever, the presence of numerous Lacandonia granules in the
perichromatin region, where transcriptional activity takes
place (Fakan, 1994), suggests a more close relation to per-
ichromatin and Balbiani ring granules, since interchromatin
granules are absent in this region.

Finally, based on light, electron and atomic force micros-
copy evidence, we conclude that the nuclei of G. biloba are
reticulated. In addition, based on ultrastructural evidences
such as size, distribution, and cytochemical results such as
the EDTA technique for RNPs, in situ hybridization to detect
total RNA, we conclude that Lacandonia granules are
present not only in Lacandonia schismatica and Triuris
brevistylis nuclei as previously reported (Jiménez-Garcia et
a., 1992), but also in the nuclel of the non-flowering plant
G. biloba. We are currently testing the presence of these
particlesin other related plants.
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